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Riassunto
In questo lavoro è stata valutata la capacità di quattro polimeri di interesse
farmaceutico di interagire con membrane fosfolipidiche. Essi sono il
polietilenglicole (PEG, neutro), la polietilenimmina (PEI, cationica), in forma sia
lineare che ramificata, e una poliammidoammina a nucleo etilendiamminico
(PAMAM G5, cationica).
I modelli di membrana utilizzati sono liposomi ottenuti per idratazione dei lipidi e
successiva sonicazione, sia a base di dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC, fosfolipide
zwitterionico prevalente nelle membrane eucariote) che di
dipalmitoilfosfatidilglicerolo (DPPG, fosfolipide anionico prevalente nelle
membrane procariote). Le soluzioni liposomiali in presenza dei quattro polimeri a
differenti concentrazioni sono state quindi analizzate tramite calorimetria
differenziale a scansione (DSC), in modo da rilevare eventuali modifiche nel
termogramma relativo alla transizione gel – liquido del fosfolipide, dovute alla
presenza del polimero.
Il termogramma relativo alla DPPC rimane sostanzialmente inalterato in presenza
dei vari polimeri, mostrando un piccolo spostamento solo in presenza di PAMAM
G5 alla massima concentrazione testata, mentre quello relativo al DPPG è
significativamente spostato verso destra (in modo concentrazione-dipendente) da
tutti e tre i polimeri cationici, già alla minore concentrazione testata. Nessuna
interazione è stata invece rilevata tra il PEG e i due tipi di membrana fosfolipidica.
I risultati suggeriscono che il principale meccanismo di interazione sia di tipo
elettrostatico, e che la presenza di cariche, la concentrazione dei polimeri e la loro
flessibilità abbiano un ruolo fondamentale nel determinare l’entità dell’ interazione.
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1 Introduzione
Il concetto di “proiettile magico” elaborato da Paul Elrich oltre un secolo fa
(Elrich, 1908) è stato il punto di partenza dal quale hanno preso forma innumerevoli
ricerche e studi nell’ambito della veicolazione e del direzionamento di farmaci.
La selettività dei farmaci riveste un aspetto fondamentale e in continua evoluzione,
spesso al pari dello sviluppo di nuove molecole biologicamente attive. L’utilizzo di
polimeri idrosolubili come trasportatori selettivi di farmaci è ben noto in letteratura
e in ambito clinico, e le prime ricerche in tal senso risalgono a più di mezzo secolo
fa, quando venne studiato in modo approfondito un coniugato tra
polivinilpirrolidone (PVP) e un derivato della mescalina (Jatzkewitz, 1955). Da
questi studi pioneristici l’interesse della ricerca farmaceutica per alcuni polimeri –
sia come potenziali agenti terapeutici che come trasportatori di farmaci – è cresciuto
esponenzialmente. E’ stata proposta la definizione di “polymer therapeutics”
(Duncan, 2003) per identificare sia macromolecole costituite da un polimero
idrosolubile legato tramite un legame covalente ad una molecola biologicamente
attiva sia polimeri direttamente utilizzati come agenti terapeutici. L’utilizzo di
polimeri in ambito farmaceutico implica ovviamente una accurata verifica della loro
sicurezza, del loro profilo tossicologico e del loro comportamento nei confronti delle
membrane fosfolipidiche. Quest’ultimo aspetto verrà in parte studiato in questo
lavoro.
1.1 Il ruolo dei polimeri nell’ambito farmaceutico
La definizione di “polymer therapeutics” comprende polimeri biologicamente attivi
e polimeri o micelle di natura polimerica utilizzati come vettori per piccole
molecole, proteine e materiale genetico. Nella Tabella 1.1 sono riassunte le
principali caratteristiche di alcuni agenti terapeutici basati su polimeri sintetici o
semisintetici, già approvati sul mercato.
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Dal momento che si tratta di molecole dalle dimensioni variabili tra i 5 e i 100 nm
(Duncan, 2003) possiamo considerare questo vasto gruppo di agenti terapeutici come
una branca della nanomedicina. Molto interesse è stato rivolto verso la possibilità di
veicolare enzimi e strutture proteiche tramite polietilenglicole (PEG), in modo da
aumentarne l’emivita (Delgado et al., 1992) o di coniugare antitumorali di sintesi
alla idrossipropilmetacrilamide (HPMA), ottenendo un rilascio mirato alle cellule
tumorali (Kopeèek & Kopeèkovà, 2010). Alcuni studi sono attualmente rivolti anche
alla possibilità di sintetizzare polimeri dalle proprietà antitumorali (Lee et al., 2013)
e polimeri dalle proprietà antimicrobiche (Muñoz & Fernández, 2012), mentre un
crescente interesse è rivolto alla possibilità di sviluppare nanomateriali di natura
polimerica in grado di riparare tessuti lesionati (Singh et al., 2010).
Tabella 1.1 Selezione di prodotti farmaceutici a base di polimeri in commercio
(Adattato da Haag & Kratz, 2006)
Prodotto Nome commerciale Anno (Immissione in commercio)
PEG-Adenosina deaminasi Adagen ® 1990
SMA-Neocarcinostatina Zinostatin Stimalamer ® 1993
PEG-L-Asparaginasi Oncaspar® 1994
PEG-alfa-interferone 2b PEG-INTRON TM 1994
Polimero legante il colesterolo Cholestagel® 2000
Polimero legante i fosfati Renagel® 2000
PEG-HGR Somavert® 2002
PEG-EPO Mircera® 2007
PEG-Uricasi Krystexxa® 2010
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1.2 Polimeri
Quattro polimeri di interesse farmaceutico sono stati utilizzati in questo studio per
valutare la loro capacità di interagire con membrane fosfolipidiche.
Essi sono il polietilenglicole (PEG), dalla struttura lineare, la polietilenimmina
(PEI), in forma sia lineare che ramificata, e una poliammidoammina di quinta
generazione (PAMAM G5, nucleo etilendiamminico). Le strutture chimiche dei
polimeri studiati in questo lavoro sono riportate nella Figura 1.1.
Il PEG lineare è un polimero idrofilo sprovvisto di cariche, dalla ben nota
biocompatibilità e disponibile in svariati pesi molecolari. Oltre al suo diffuso
utilizzo come eccipiente farmaceutico e come lassativo osmotico, è attualmente
studiato come trasportatore di agenti diagnostici tumorali (Kovar et al., 2009).
Coniugando enzimi e proteine con il PEG si può in certi casi migliorarne il profilo
farmacocinetico ed eludere la risposta immunitaria del paziente. Diversi prodotti
“PEGilati” sono stati lanciati sul mercato, causando però in alcuni casi reazioni di
ipersensibilità (Garay & Labaune, 2011). E’ stato addirittura riportato anche un caso
di shock anafilattico attribuito al PEG, dovuto all’assunzione orale di un prodotto
farmaceutico (Co-Minh et al., 2007).
La PEI, policationica, è disponibile sia in forma lineare che ramificata, a differenti
pesi molecolari. Nonostante la sua nota citotossicità, è ampiamente utilizzata per
introdurre tramite transfezione oligonucleotidi, DNA, RNA e persino ribozimi
all’interno delle cellule. Essa può infatti mascherare i gruppi anionici presenti sul
materiale genetico formando dei complessi stabili tramite interazioni elettrostatiche,
i quali possono poi essere internalizzati per endocitosi. A questo scopo, la PEI
lineare sembra essere più efficace rispetto alla PEI Ramificata, sebbene entrambe
mostrino una forte tossicità direttamente proporzionale al peso molecolare
(Wightman et al., 2001). Nanoparticelle a base di PEI hanno mostrato una elevata
attività antibatterica in vitro (Yudovin-Farber et al., 2010).
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PEI Lineare PEG
PEI Ramificata
PAMAM G5
Figura 1.1 Strutture chimiche dei polimeri utilizzati.
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PAMAM G5 (nucleo etilendiamminico) è un dendrimero (dal greco dendron, albero)
policationico. I PAMAM sono la prima famiglia completa di dendrimeri ad essere
stata sintetizzata e commercializzata (Esfand & Tomalia, 2001). I dendrimeri sono
polimeri monodispersi dalla struttura globulare, caratterizzati da un nucleo centrale
di struttura variabile, attorno al quale si sviluppano strati concentrici per ripetizione
dell’unità strutturale. Sono polimeri estremamente ramificati e simmetrici,
identificati dal numero di “generazione” (G). Esso indica il numero di strati
concentrici al nucleo centrale, e fornisce un’indicazione sulla natura dei gruppi
superficiali presenti. Un numero intero indica la presenza di gruppi superficiali
cationici (generalmente gruppi amminici) o neutri (idrossilici), mentre le
generazioni indicate con numeri razionali indicano la presenza di gruppi superficiali
anionici (carbossilici). Le applicazioni sono molteplici, come agenti di contrasto,
trasportatori di molecole biologicamente attive (legate ai gruppi superficiali o
incorporate all’interno) o vettori per la terapia genica, oltre ad un vasto numero di
potenziali applicazioni industriali (Klajnert & Bryszewska, 2001).
Il numero dei gruppi superficiali aumenta esponenzialmente con la generazione, e
considerando che è la natura dei gruppi superficiali a determinare la tossicità del
dendrimero, svariate modifiche chimiche sui gruppi superficiali sono state proposte
per ridurre la ben nota citotossicità dei dendrimeri cationici (Jain et al., 2010). I
dendrimeri modificati sembrano avere un futuro promettente nel campo della
veicolazione di farmaci antitumorali (Sharma et al., 2011), nello sviluppo di
macromolecole antibatteriche altamente selettive (Felczak et al., 2012) e nel campo
della virologia, visto il crescente interesse nei confronti della notevole attività
antivirale di alcuni glicodendrimeri (Han et al., 2012).
Dal momento che i dendrimeri sembrano possedere proprietà e potenzialità uniche è
molto importante capire i meccanismi alla base della tossicità di alcuni di essi e il
loro comportamento nei confronti delle membrane biologiche, in modo da migliorare
il loro profilo tossicologico.
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1.3 Membrane cellulari
In questo lavoro si è cercato di capire come alcune caratteristiche strutturali dei
polimeri possano influenzare la loro capacità di interagire con le membrane
cellulari, sottili strati selettivamente permeabili (< 10 nm), costituiti da lipidi di
membrana, proteine e carboidrati, che delimitano la cellula e molti organuli.
Sebbene singoli strati fosfolipidici estremamente resistenti siano stati rilevati in
alcune specie di Archaea (Sprott, 1992), la maggior parte degli organismi viventi
utilizza doppi strati lipidici. La maggior parte dei lipidi di membrana è costituita da
fosfolipidi, molecole organiche anfifiliche caratterizzate da una testa fosfato polare
e una lunga coda alifatica apolare. Alla membrana cellulare sono associate diverse
funzioni essenziali:
- Isolamento fisico, supporto strutturale e protezione
- Filtro selettivamente permeabile solo ad alcune sostanze chimiche
- Regolazione della comunicazione fisica tra interno ed esterno della cellula
- Attività biochimica dovuta agli enzimi in essa incorporati
1.3.1 Doppio strato fosfolipidico
Secondo il modello a mosaico fluido (Singer & Nicholson, 1972), i due strati
fosfolipidici sono assemblati spontaneamente orientando le code apolari verso
l’interno e le teste polari verso il liquido intracellulare ed extracellulare. Si ottiene
un doppio strato continuo e sferoidale, nel quale sono incorporate proteine,
carboidrati e altri lipidi, permeabile per via passiva solo per alcune molecole con
determinati requisiti di polarità e peso molecolare (Figura 1.2).
Nelle cellule eucariote la fosfatidilcolina (PC) è il fosfolipide principale, mentre
nelle procariote prevale il fosfatidilglicerolo (PG).
In questo lavoro la dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), zwitterionica, è stata
utilizzata per rappresentare le membrane eucariote, mentre il
dipalmitoilfosfatidilglicerolo (DPPG), anionico, è stato utilizzato per rappresentare
le membrane procariote. La loro struttura è riportata nella Figura 1.3.
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Figura 1.2 Struttura di un doppio strato fosfolipidico
DPPC
DPPG
Figura 1.3 Strutture chimiche dei lipidi utilizzati
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Altri fosfolipidi molto diffusi nelle membrane biologiche sono la
fosfatidiletanolammina (PE), la fosfatidilserina (PS) e il fosfatidilinositolo (PI)
(Vance, 2002), sfingolipidi e steroli, i quali si inseriscono nel doppio strato
diminuendone la fluidità e di conseguenza incrementandone la resistenza meccanica.
La fluidità o mobilità del doppio strato varia considerevolmente in base alla struttura
dei lipidi presenti e alla temperatura. La temperatura di transizione gel – liquido è
principalmente determinata dalla lunghezza e dal grado di insaturazione delle catene
alifatiche che caratterizzano la coda apolare del fosfolipide.
1.3.2 Modelli di membrana
Le proprietà delle membrane fosfolipidiche ed il loro comportamento nei confronti
di altre molecole vengono spesso studiati in vitro facendo utilizzo di modelli di
membrana sintetici, significativamente più semplici rispetto alle membrane
biologiche. Alcuni tra i più diffusi modelli di membrana sono successivamente
descritti in breve, e schematicamente illustrati nella Figura 1.4 .
Uno dei modelli più semplici è la membrana a singolo strato ottenibile tramite
compressione di molecole anfifiliche su una fase liquida polare, tramite
l’apparecchio di Langmuir-Blodgett. Si ottiene così un sottile monostrato
all’interfaccia tra aria e fase liquida, dalla composizione e fluidità desiderati.
E’ un modello di membrana tanto modificabile e resistente quanto notevolmente
semplificato, in quanto privo sia della struttura a doppio strato sia della geometria
sferoidale.
Per questo motivo, per ottenere risultati più vicini a quelli riscontrabili con una
membrana biologica, in molti casi si preferisce utilizzare doppi strati.
In alcuni casi si utilizza un doppio strato fosfolipidico supportato su metallo, vetro o
ossidi di silicio, in modo da ottenere un modello planare molto stabile e resistente,
in cui un solo lato è esposto all’esterno, mentre l’altro lato è ancorato al supporto.
(Richter et al., 2006)
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Nei casi in cui si preferisca un modello sintetico che possegga anche la geometria
sferoidale, la soluzione più utilizzata è rappresentata dai liposomi, vescicole
delimitate da un doppio strato fosfolipidico, di dimensioni variabili tra i 25 e i 1000
nm, che incapsulano una fase acquosa (Bangham & Horne, 1964). Sebbene vengano
spesso utilizzati per studiare alcune proprietà della membrana lipidica, è ben noto il
loro utilizzo come trasportatori di farmaci, enzimi, vaccini, materiale genetico e
agenti diagnostici (Dhandapani et al., 2013).
Figura 1.4 Rappresentazione di tre modelli di membrana. Dall’alto verso il basso:
A) membrana a singolo strato, B) doppio strato su supporto solido, C) liposoma.
A)
B)
C)
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1.4 Problemi connessi e scopo della tesi
Sebbene i polimeri sintetici stiano assumendo un ruolo sempre più importante nello
sviluppo di nuovi prodotti farmaceutici, esistono comunque alcune problematiche da
affrontare. Quando un polimero viene posto a contatto con un tessuto, dovrebbe
riuscire a raggiungere lo scopo per il quale è designato, riuscendo però ad evitare o
ridurre al minimo eventuali effetti collaterali dovuti alla sua presenza.
Tossicità diretta, carcinogenicità, risposte immunitarie e infiammatorie
eventualmente causate dal polimero sono importanti aspetti da valutare. L’utilizzo di
polimeri non biodegradabili sembra essere poco raccomandabile nelle terapie
croniche, data la possibilità di questi polimeri, soprattutto se di alto peso
molecolare, di accumularsi in certi tessuti e nel tempo manifestare una tossicità non
trascurabile (Marlovsky et al., 2012). Polimeri biodegradabili sono di solito
preferiti, in quanto facilmente degradati per via chimica o enzimatica a prodotti
innocui che vengono rapidamente eliminati dall’organismo (Shah et al., 2011). Lo
sviluppo di nuovi polimeri come trasportatori di farmaci, e in generale
l’applicazione di polimeri in ambito medico, non può quindi prescindere da una
accurata valutazione della loro biocompatibilità, del loro profilo tossicologico, e dei
meccanismi alla base di una loro eventuale tossicità.
Lo scopo di questo lavoro è stato analizzare come alcune proprietà dei polimeri
(presenza di cariche, architettura, concentrazione) possano influenzare la loro
capacità di interagire con le membrane biologiche. A questo scopo, tramite
calorimetria a scansione differenziale (DSC), è stata misurata la capacità di quattro
polimeri con differenti proprietà di interagire con due tipi di membrana
fosfolipidica. Per meglio rappresentare la struttura tridimensionale delle membrane
fosfolipidiche, in questo lavoro i modelli di membrana utilizzati sono liposomi in
tampone fosfato. La DPPC, zwitterionica, è stata utilizzata in quanto maggiore
costituente delle membrane eucariote, mentre il DPPG, anionico, è stato utilizzato in
quanto maggiore costituente delle membrane procariote.
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2 Materiali e metodi
2.1 Materiali
2.1.1 Sostanze chimiche
Nella Tabella 2.1 sono riportate le caratteristiche ed il produttore delle sostanze
chimiche utilizzate in questo lavoro. Le strutture dei polimeri e dei lipidi utilizzati
sono riportate nella Figura 1.1 (Introduzione).
Tabella 2.1 Caratteristiche e produttore delle sostanze chimiche utilizzate
Nome PM Produttore
DPPC 734.04 Avanti Polar Lipids, Inc.
DPPG 744.95 Avanti Polar Lipids, Inc.
PEG 25000 (cationica) Polysciences
PEI Lineare 25000 (cationica) Sigma Aldrich
PEI Ramificata 20000 (neutro) Sigma Aldrich
PAMAM G5, 5 % m/v 28824 (cationico) Sigma Aldrich
Cloroformio HPLC 119.38 Sigma Aldrich
NaH2PO4 •2H2O 156.01 Fisher Scientific
Na2HPO4 •12H2O 358.14 Fisher Scientific
Acqua ultrapura 18.01 Preparata in dipartimento
Metanolo 32.04 Preparato in dipartimento
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2.1.2 Dispositivi
Nella Tabella 2.2 sono riportate le caratteristiche ed il produttore dei dispositivi e
della strumentazione da laboratorio utilizzata in questo lavoro.
Tabella 2.2 Caratteristiche e produttore della strumentazione utilizzata
Strumento Modello Produttore
Evaporatore rotante Rotavapor R-114 Buchi Labortechnik
Depuratore acqua Purelab UHQ Elga LabWater
Bilancia di precisione TP214A [0 – 210 g (0.1 mg)] Denver Instruments
DSC Nano DSC 6300 TA Instruments
DLS Nano-ZS Malvern Instruments
pH-Metro S20-K SevenEasy Mettler-Toledo
Bagno a ultrasuoni F5200b Ultrasonic Bath Decon
Siringa di precisione 1-10 µL Hamilton Bonaduz AG
Siringa Plastipak 1 mL BectonDickinson and Co.
Cuvetta SemiMicro PS Fisher Scientific
Micropipetta Reference 2500 Eppendorf
Becher 100 mL Pyrex
Pallone a fondo sferico 250 mL Pyrex
Cilindro graduato Fisherbrand 10 mL Fisher Scientific
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2.1.3 Software
I dati relativi al Dynamic light scattering (DLS) sono stati acquisiti tramite DTS
Software (Malvern Instruments), mentre quelli relativi alla DSC sono stati ottenuti
utilizzando DSCRun software (TA Instruments).
L’ottenimento dei dati relativi alla DSC è stato effettuato utilizzando NanoAnalyzer
software (TA Instruments), mentre la rappresentazione grafica è stata ottenuta
elaborando i dati con OpenOffice.
2.2 Metodi
2.2.1 Soluzioni e campioni
Le procedure di preparazione delle soluzioni e dei campioni utilizzati per condurre
gli esperimenti sono illustrate nei paragrafi seguenti.
Soluzione tampone
I sali nelle quantità riportate nella Tabella 2.3 sono stati disciolti a temperatura
ambiente in acqua ultrapura, allo scopo di ottenere un tampone 20 mM a pH=7.0.
Dopo dissoluzione completa dei sali è stato misurato il pH, e la soluzione tampone
è stata conservata a temperatura ambiente.
Tabella 2.3 Composizione della soluzione tampone
NaH2PO4 •2H2O Na2HPO4 •12H2O H2O
(mg) (mg) (mL)
1320 4132 1000
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Liposomi
I liposomi sono stati preparati inserendo in un pallone a fondo sferico perfettamente
pulito e asciutto 10 mg di lipidi, i quali sono stati poi solubilizzati in 1 mL di
cloroformio . La soluzione è stata fatta ruotare per tre ore nell’evaporatore rotante in
condizioni di vuoto, a temperatura superiore alla temperatura di transizione del
lipide (50 °C), fino a completa evaporazione del cloroformio. Dopo tre ore,
controllata la totale assenza di cloroformio e l’avvenuta formazione di uno strato
lipidico secco sul fondo del pallone, sono stati aggiunti 5 mL di soluzione tampone.
Il pallone è stato quindi reinserito nell’evaporatore rotante e lasciato ruotare per una
ulteriore ora a pressione atmosferica, in modo da consentire l’idratazione dello
strato lipidico e la conseguente formazione dei liposomi.
Soluzioni polimeriche
Le soluzioni stock di polimeri sono state preparate solubilizzando direttamente i
polimeri in acqua ultrapura. Il PEI lineare, dalle caratteristiche idrofobe, è stato
solubilizzato in metanolo. Per ogni polimero sono state preparate tre soluzioni stock
(Concentrazione stock: 120 mg/mL, 12 mg/mL, 1.2 mg/mL). Non avendo utilizzato
PAMAM G5 puro, bensì una soluzione 5% (50 mg/mL), per questo polimero le
soluzioni stock sono state preparate con le proporzioni indicate nella Tabella 2.4.
Tabella 2.4 Composizione delle soluzioni stock di PAMAM G5
Soluzione stock PAMAM G5 5% H2O
(mL) (mL)
PAMAM G5 1.2 mg/mL 0.24 9.76
PAMAM G5 12 mg/mL 0.24 0.76
PAMAM G5 40 mg/mL 0.8 0.2
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Utilizzando una siringa di precisione, dalle soluzioni stock polimeriche sono state
prelevate piccole quantità di soluzione (Quantità prelevata) che sono state aggiunte
ad 1 mL di soluzione liposomiale, in modo da ottenere un campione contenente i
liposomi in presenza di una determinata concentrazione di polimero (Concentrazione
finale). I campioni sono stati conservati in frigo alla temperatura di 4 °C, e testati
tramite DSC. La composizione dei campioni testati è riassunta nella Tabella 2.5.
Tabella 2.5 Composizione dei campioni testati. Ciascuna dispersione polimerica è
stata saggiata sia in presenza di DPPC che in presenza di DPPG, per un totale di 24
campioni.
Polimero Soluzione stock Quantità prelevata Concentrazione finale
(mg/mL) (µL) (mg/mL)
PEG 1.2 2 0.0024
PEG 12 2 0.024
PEG 120 2 0.24
PEI Lineare 1.2 2 0.0024
PEI Lineare 12 2 0.024
PEI Lineare 120 2 0.24
PEI Ramificata 1.2 2 0.0024
PEI Ramificata 12 2 0.024
PEI Ramificata 120 2 0.24
PAMAM G5 1.2 2 0.0024
PAMAM G5 12 2 0.024
PAMAM G5 40 6 0.24
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2.2.2 Analisi termica
La DSC dei liposomi è stata effettuata utilizzando il modello NANO DSC 6300 (TA
Instruments), mostrato nella Figura 2.1. I liposomi sono stati analizzati sia come tali
sia in presenza di concentrazioni crescenti di polimeri.
Figura 2.1 NANO DSC 6300 e particolare della cella
Prima di procedere con le analisi termiche, la cella di riferimento e la cella del
campione sono state pulite ogni volta facendo fluire attraverso di esse 100 mL di
soluzione tampone (pH 7.0) e successivamente 100 mL di acqua ultrapura, in modo
da eliminare completamente eventuali residui dei campioni analizzati in precedenza.
Il processo di pulizia è stato effettuato tramite una pompa a vuoto, collegando
un’estremità della cella da pulire al becher contenente l’acqua o la soluzione
tampone, e l’estremità rimanente ad una beuta di raccolta, a sua volta collegata alla
pompa a vuoto. A questo scopo vengono utilizzati due tubicini di plastica flessibile.
Il processo è schematizzato nella Figura 2.2 .
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Figura 2.2 Rappresentazione schematica della procedura di pulizia delle celle.
Effettuata la pulizia, i campioni da analizzare sono stati quindi degassati tramite
pompa a vuoto, in modo da allontanare eventuali bolle d’aria che avrebbero potuto
interferire con la corretta analisi termica del campione. Nella cella di riferimento è
stata sempre iniettata la soluzione tampone, nella cella del campione sono state
invece iniettate le soluzioni di liposomi come tali o in presenza dei polimeri a
differenti concentrazioni.
La calorimetria differenziale a scansione è stata effettuata nell’intervallo
20 °C – 70 °C (tempo di equilibrio di 10 minuti), ad un ritmo di incremento della
temperatura di 2 °C/minuto. Ogni esperimento è stato condotto per un minimo di
tre volte, in modo da ottenere risultati significativi.
2.2.3 Rappresentazione dei dati
I dati ottenuti dalle analisi DSC sono stati ricavati tramite NanoAnalyzer (TA
Instruments) ed esportati su OpenOffice allo scopo di ottenere la rappresentazione
grafica. I grafici così ottenuti rappresentano l’andamento del flusso termico in
funzione della temperatura.
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3 Risultati 
 
Lo scopo di questo lavoro era valutare in che modo alcuni aspetti dell’architettura 
molecolare dei polimeri potessero influenzare la loro capacità di interagire con le 
membrane fosfolipidiche, in prospettiva di eventuali loro  applicazioni nell’ambito 
della veicolazione e del direzionamento dei farmaci. Sono stati quindi preparati dei 
liposomi con membrana DPPC e con membrana DPPG in tampone fosfato, ai quali 
sono stati aggiunti quattro polimeri con differenti caratteristiche ma con peso 
molecolare simile (PEG, PEI Lineare, PEI Ramificata, PAMAM G5). I polimeri 
suddetti sono stati testati alle concentrazioni di 0.0024 mg/mL, 0.024 mg/mL e 0.24 
mg/mL. Tramite DSC è stato poi ottenuto il profilo termico dei liposomi ottenuti, sia 
come tali che in presenza di concentrazioni crescenti dei quattro polimeri. 
3.1 Valutazione tramite DLS della stabilità dei liposomi nel tempo  
Prima di procedere con la DSC si è ritenuto opportuno confermare l’avvenuta 
formazione dei liposomi e la loro stabilità, valutando l’andamento delle loro 
dimensioni nel tempo mediante DLS, prima e dopo la sonicazione.  
Gli esperimenti condotti hanno confermato l’avvenuta formazione dei liposomi, e d 
una stabilità nel tempo soddisfacente rispetto alla dimensione. Infatti, come 
dimostrato dall’analisi dimensionale, s ia per i liposomi con membrana DPPC che per 
quelli con membrana DPPG si è potuto osservare un drastico calo del diametro 
dovuto alla sonicazione, diametro che è risultato relativamente costante fino a 72 
ore, il massimo intervallo di tempo testato. L’andamento nel tempo del diametro dei 
liposomi con membrana DPPC è mostrato nella Figura 3.1 mentre quello dei 
liposomi con membrana DPPG nella Figura 3.2. Alle soluzioni liposomiali sono 
stati infine aggiunti separatamente i quattro polimeri alle tre diverse concentrazioni, 
ed i campioni così ottenuti sono stati conservati in frigo, alla temperatura di 4 °C. 
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Figura 3.1 Andamento delle dimensioni dei liposomi DPPC nel tempo.                                        
I dati sono relativi a liposomi alla concentrazione lipidica di 2 mg/mL, in soluzione 
tampone 20 mM a pH 7.0. I dati rappresentano diametro medio ± deviazione 
standard, n=3. 
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Figura 3.2 Andamento delle dimensioni dei liposomi DPPG nel tempo.                                        
I dati sono relativi a liposomi alla concentrazione lipidica di 2 mg/mL, in soluzione 
tampone 20 mM a pH 7.0. I dati rappresentano diametro medio ± deviazione 
standard, n=3. 
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3.2 Risultati della Calorimetria differenziale a scansione 
I campioni contenenti liposomi in presenza di polimero sono stati sottoposti          
all’ analisi DSC, in modo da ottenere per ogni campione un grafico raffigurante il 
flusso termico (µJ/s) in funzione della temperatura, espressa in gradi centigradi.                                             
I grafici così ottenuti sono stati poi sovrapposti ai grafici relativi alla soluzione 
liposomiale senza polimero aggiunto, in modo da valutare eventuali differenze 
nell’andamento del grafico dovute ad interazioni tra il polimero in esame e la 
membrana dei liposomi. In particolare sono stati presi in considerazione eventuali 
spostamenti della temperatura di transizione gel – liquido e /o modifiche della forma 
della curva in corrispondenza dell’intervallo di transizione.  La significatività dei 
risultati è stata determinata tramite test statistici di tipo ANOVA (valore p = 0.05). 
3.2.1 Effetto dell’architettura molecolare nell’interazione tra polimeri e DPPC 
Per valutare l’influenza dell’architettura molecolare del polimero sulla sua capacità 
di interagire con la membrana zwitterionica DPPC, si sono aggiunti separatamente 
quattro polimeri alla soluzione liposomiale DPPC, alla concentrazione di 0.24 
mg/mL.   
PEG. L’aggiunta del polimero neutro e lineare PEG non ha determinato variazioni 
significative. Non si osservano infatti modifiche sostanziali della forma della curva 
né spostamenti significativi del picco e/o dell’intervallo di transizione , tranne un 
leggerissimo spostamento del termogramma verso sinistra, ovvero verso temperature 
più basse, di 0.12 °C (Figura 3.3). Questo piccolissimo spostamento non è 
sufficiente per stabilire che a quella concentrazione avvenga un’interazione  tra 
liposoma DPPC e PEG.  
PEI Lineare. La PEI Lineare è un polimero dotato di estremità amminiche 
facilmente protonabili, e di conseguenza di natura cationica. La flessibilità è 
paragonabile a quella del PEG, trattandosi anch’essa di un polimero lineare dalle 
caratteristiche polari. La forma della curva rimane sostanzialmente inalterata, ma lo 
spostamento medio del picco di transizione verso temperature più basse                       
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(0.21 °C, Figura 3.3) risulta leggermente più grande rispetto a quanto osservabile 
con il PEG. Ciò nonostante, lo spostamento non è significativo e non sufficiente per 
affermare che a quella temperatura avvenga un’interazione. 
PEI Ramificata. La PEI Ramificata è un polimero anch’esso cationico ma dalla 
struttura ramificata, dunque relativamente rigida. La sua aggiunta alla soluzione 
liposomiale di tipo DPPC provoca un modesto spostamento del picco di transizione, 
stavolta verso temperature più alte. Il picco subisce infatti uno spostamento medio 
verso destra di 0.17 °C (Figura 3.3). Ancora una volta, lo spostamento risulta molto 
piccolo, ancor più di quello riscontrato per la PEI Lineare . Lo spostamento non è 
significativo, e suggerisce che nessuna interazione rilevante venga instaurata con la 
membrana fosfolipidica in esame. 
PAMAM G5. L’aggiunta del dendrimero cationico PAMAM G5, caratterizzato da 
una superficie ricca di estremità amminiche protonabili ma al tempo stesso da una 
elevata rigidità strutturale, determina uno spostamento del picco di transizione verso 
temperature più basse. La forma della curva risulta sostanzialmente inalterata ma 
leggermente spostata verso sinistra. Il picco di transizione e con esso l’intera curva 
subisce infatti uno spostamento verso temperature più basse di 0.25 °C (da 41.31 °C 
a 41.06 °C), rispetto alla DPPC senza polimero aggiunto (Figura 3.3).                        
Lo spostamento, seppur piccolo, è il più grande e l’unico realmente significativo per 
quanto riguarda la DPPC, e suggerisce la possibile presenza di un’interazione 
elettrostatica, sebbene di modesta entità. 
Riassumendo, le interazioni dei polimeri testati con la membrana zwitterionica 
DPPC sono risultate assenti o in ogni caso poco significative rispetto a quelle 
riscontrate con la membrana anionica DPPG, che verranno illustrate nel paragrafo 
seguente. E’ da notare che lo spostamento più piccolo si rileva per il PEG, l’unico 
polimero testato sprovvisto di una carica netta.  
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Figura 3.3 Grafici DSC delle soluzioni liposomiali DPPC contenenti il polimero 
indicato, alla concentrazione di 0.24 mg/mL. La linea tratteggiata rappresenta il 
grafico relativo alla soluzione liposomiale DPPC senza polimero aggiunto.  I grafici 
mostrati sono un esperimento rappresentativo dei tre rilevamenti effettuati.  
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3.2.2 Effetto dell’architettura molecolare nell’interazione tra polimeri e DPPG 
Per valutare l’effetto dell’architettura molecolare e della presenza di cariche sulla 
interazione tra polimeri e membrana anionica DPPG, si sono aggiunti separatamente 
quattro polimeri alla soluzione liposomiale DPPG, alla concentrazione di 0.24 
mg/mL.   
PEG. Un insignificante spostamento della curva verso destra si verifica aggiungendo 
PEG alla soluzione liposomiale di tipo DPPG. Come osservato per la DPPC, lo 
spostamento verso temperature più alte (0.11 °C, Figura 3.4) è molto piccolo e non 
significativo, suggerendo che a questa concentrazione non si verifichino interazioni 
rilevanti tra PEG e membrana DPPG.  
PEI Lineare. La situazione cambia radicalmente aggiungendo alla DPPG un 
polimero flessibile e cationico come la PEI Lineare. Evidentemente la presenza di 
cariche positive promuove l’instaurarsi di forti interazioni con la memb rana 
anionica, dato che la curva risultante è significativamente spostata verso destra .                
Il picco di transizione si trova ad una temperatura di 0.72 °C più alta                                 
(da 40.27 °C a 40.99 °C), Figura 3.4. Questa interazione è ulteriormente confermata 
dall’immediato intorbidimento della soluzione, che avviene non appena il polimero 
viene aggiunto alla soluzione liposomiale DPPG. L’interazione è sicuramente molto 
rilevante, dato che non solo viene modificata la temperatura di transizione, ma 
l’intera curva ottenuta tramite DSC è profondamente deformata rispetto a quella 
ottenuta per la DPPG in assenza di PEI Lineare. La forma della curva una volta 
superato il picco dell’intervallo di transizione è infatti ca ratterizzata da un 
andamento irregolare, più in particolare da un secondo picco a valori di flusso 
termico minori, che in ogni caso ricade all’interno dell’intervallo di transizione.  
PEI Ramificata. Un netto intorbidimento della soluzione liposomiale DPPG si 
verifica anche aggiungendo PEI Ramificata. Il polimero, caratterizzato dalla 
presenza di cariche positive e da una bassa flessibilità dovuta alla ramificazione, 
sembra essere in grado di instaurare forti interazioni con la membrana zwitterionica 
DPPG. A differenza della PEI Lineare, rispetto alla quale ha un minore flessibilità , 
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l’aggiunta di PEI Ramificata ai liposomi non determina una deformazione 
particolare della curva, che mantiene la sua forma a campana. In ogni caso i valori 
del flusso termico in corrispondenza della curva risultano minori , conferendo alla 
curva un aspetto maggiormente schiacciato . Tuttavia, la caratteristica più 
significativa della curva ottenuta per il campione contenente PEI Ramificata in 
aggiunta alla DPPG, è il netto spostamento della curva verso destra. In questo caso il 
picco dell’intervallo di transizione è spostato verso temperature più alte di ben  
4.55°C (da 40.27 °C a 44.82 °C), Figura 3.4. Questo spostamento è il più 
significativo tra quelli osservati in questo lavoro, e  conferma una forte interazione 
instauratasi tra PEI Ramificata e DPPG.  
PAMAM G5. L’aggiunta di PAMAM G5, dendrimero ricco di estremità amminiche 
protonabili e dalla scarsissima flessibilità, determina uno spostamento della curva 
verso destra di 0.93 °C (da 40.27 °C a 41.20 °C). Lo spostamento è paragonabile a 
quello osservato per la PEI Lineare, e inferiore a quello relativo per la PEI 
Ramificata. Tuttavia, l’interazione con la membrana anionica DPPG è sicuramente 
molto forte in quanto sebbene lo spostamento verso destra della temperatura di 
transizione non sia marcato come nel caso della PEI Ramificata, la deformazione 
della curva in corrispondenza dell’intervallo di transizione è notevole (Figura 3.4). I 
valori di flusso termico sono infatti notevolmente ridotti, conferendo alla curva in 
corrispondenza dell’intervallo di transizione una forma notevolmente schiacciata. 
Infine, come nel caso della PEI Lineare, ad una temperatura più alta rispetto  al picco 
principale dell’intervallo di transizione si osserva un picco secondario che determina 
una forte deformazione della curva. Questo suggerisce l’esistenza di un’ intensa 
interazione con la DPPG alla concentrazione testata. 
Riassumendo, sebbene per il PEG si continuino a non poter attribuire cambiamenti 
della temperatura di transizione degni di nota, le interazioni di tutti e tre i polimeri 
cationici testati con la membrana anionica DPPG sono risultate molto significative.  
La struttura anionica della DPPG sembra essere in qualche modo maggiormente 
predisposta all’interazione con polimeri dotati di carica, rispetto ad una membrana 
zwitterionica come la DPPC.  
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Figura 3.4 Grafici DSC delle soluzioni liposomiali DPPG contenenti il polimero 
indicato, alla concentrazione di 0.24 mg/mL. La linea tratteggiata rappresenta il 
grafico relativo alla soluzione liposomiale DPPG senza polimero aggiunto. I grafici 
mostrati sono un esperimento rappresentativo dei tre rilevamenti effettuati.  
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3.2.3 Effetto della concentrazione nell’interazione tra polimeri e DPPC 
Per valutare l’effetto della concentrazione nell’interazione tra polimeri e membrana 
DPPC, diverse concentrazioni di polimero (0.0024  mg/mL, 0.024 mg/mL e 0.24 
mg/mL) in soluzione liposomiale sono state testate tramite DSC.                                                   
L’assenza di interazione tra PEG e membrana DPPC si continua a rilevare, come 
prevedibile, a concentrazioni inferiori. Le curve risultanti (Figura 3.5) sono infatti 
praticamente sovrapponibili.    
Come prevedibile i tre polimeri cationici (PEI Lineare, Figura 3.5, e PEI Ramificata 
e PAMAM G5, Figura 3.6) non determinano spostamenti e/o deformazioni 
significative alle due concentrazioni inferiori testate in questo lavoro (0.0024 
mg/mL e 0.024mg/mL).                                            
Nella Tabella 3.1 sono riportate le temperature di transizione con relative deviazioni 
standard dei campioni DPPC in presenza dei vari polimeri. 
 
Tabella 3.1 Temperatura di transizione gel-liquido della membrana DPPC in 
presenza dei vari polimeri. I dati rappresentano il valore medio ± la deviazione 
standard, n=3. La temperatura di transizione di riferimento (DPPC in assenza di 
polimeri) è di 41.31 °C ± 0.11. 
                   PEG        PEI Lineare    PEI Ramificata   PAMAM G5 
0.0024 mg/mL    41.24 °C ± 0.07     41.20 °C ± 0.07      41.31 °C ± 0.06     41.28 °C ± 0.18 
0.024 mg/mL     41.24 °C ± 0.11     41.18 °C ± 0.09      41.28 °C ± 0.10     41.21 °C ± 0.09 
0.24 mg/mL      41.19 °C ± 0.10     41.10 °C ± 0.12      41.48 °C ± 0.13     41.06 °C ± 0.10 
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Figura 3.5 Effetto della concentrazione di PEG e PEI Lineare nell'interazione con la 
membrana di tipo DPPC. La linea tratteggiata rappresenta il grafico relativo alla 
soluzione liposomiale DPPC senza polimero aggiunto. Il polimero è stato aggiunto 
alla concentrazione di 0.0024 mg/mL (giallo), 0.024 mg/mL (rosso) e 0.24 mg/mL 
(blu). 
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Figura 3.6 Effetto della concentrazione di PEI Ramificata e PAMAM G5 
nell'interazione con la membrana di tipo DPPC. La linea tratteggiata rappresenta il 
grafico relativo alla soluzione liposomiale DPPC senza polimero aggiunto. Il 
polimero è stato aggiunto alla concentrazione di 0.0024 mg/mL (giallo), 0.024 
mg/mL (rosso) e 0.24 mg/mL (blu). 
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3.2.4 Effetto della concentrazione nell’interazione tra polimeri e DPPG 
Per valutare l’effetto della concentrazione nell’interazione tra polimeri e membrana 
DPPG, diverse concentrazioni di polimero (0.0024  mg/mL, 0.024 mg/mL e 0.24 
mg/mL) in soluzione liposomiale sono state testate tramite DSC.                                                                    
PEG. Come per la DPPC, l’assenza di variazioni significative della curva dovute 
all’aggiunta di PEG si continua a rilevare, come prevedibile, a concentrazioni 
inferiori. Le curve risultanti (Figura 3.7) sono infatti praticamente sovrapponibili.                          
PEI Lineare. La PEI Lineare, che alla concentrazione di 0.24 mg/mL determina uno 
spostamento verso temperature più alte ed una notevole deformazione della curva, 
causa uno spostamento significativo del picco di transizione (+ 0.36 °C , da 40.27 °C 
a 40.63 °C) già alla concentrazione di 0.0024 mg/mL, che diventa ancora più 
marcato (+ 0.65 °C, da 40.27 °C a 40.92 °C) portando la concentrazione a 0.024 
mg/mL, senza però causare rilevanti deformazioni dei termogrammi (Figura 3.7). 
PEI Ramificata. La PEI Ramificata, la cui aggiunta alla soluzione DPPG alla 
concentrazione di 0.24 mg/mL determina un netto spostamento verso destra del 
picco di transizione, causa uno spostamento significativo già a basse concentrazioni. 
Alla concentrazione di 0.0024 mg/mL si ha infatti uno spostamento di +0.43 °C (da 
40.27 °C a 40.70 °C), spostamento che aumenta a +0.58 °C (da 40.27 °C a 40.85 °C) 
per la concentrazione di 0.024 mg/mL (Figura 3.8). La curva risulta profondamente 
deformata alle due concentrazioni più basse , senza però subire grandi spostamenti 
del picco di transizione, mentre alla concentrazione più alta la curva assume una 
forma regolare - sebbene l’intervallo di transizione sia nettamente allargato - ma 
molto spostata verso temperature più alte. 
PAMAM G5. Alla concentrazione di 0.0024 mg/mL, Il PAMAM G5 causa uno 
spostamento della curva modesto ma significativo (+ 0.36 °C, da 40.27 °C a 40.63 
°C), spostamento che resta pressoché tale alla concentrazione di 0.024 mg/mL 
(Figura 3.8). Solo alla concentrazione di 0.24 mg/mL, come visto precedentemente, 
si ha un netto spostamento di 0.93 °C verso temperature più alte e una evidente 
deformazione della curva.                                         
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Figura 3.7 Effetto della concentrazione di PEG e PEI Lineare nell'interazione con la 
membrana di tipo DPPG. La linea tratteggiata rappresenta il grafico relativo al la 
soluzione liposomiale DPPG senza polimero aggiunto. Il polimero è stato aggiunto 
alla concentrazione di 0.0024 mg/mL (giallo), 0.024 mg/mL (rosso) e 0.24 mg/mL 
(blu). 
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Figura 3.8 Effetto della concentrazione di PEI Ramificata e PAMAM G5 
nell'interazione con la membrana di tipo DPPG. La linea tratteggiata rappresenta il 
grafico relativo alla soluzione liposomiale DPPG senza polimero aggiunto. Il 
polimero è stato aggiunto alla concentrazione di 0.0024 mg/mL (giallo), 0.024 
mg/mL (rosso) e 0.24 mg/mL (blu). 
                                                              Capitolo 3 - Risultati 
33 
 
Nella Tabella 3.2 sono riportate le temperature di transizione con relative deviazioni 
standard dei campioni DPPG in presenza dei vari polimeri. 
Riassumendo, mentre il PEG non ha mostrato interazioni significative, i tre polimeri 
cationici hanno instaurato un’interazione con la membrana DPPG già alla 
concentrazione più bassa.  
 
Tabella 3.2 Temperatura di transizione gel-liquido della membrana DPPG in 
presenza dei vari polimeri (I dati rappresentano il valore medio ± la deviazione 
standard relativa alle tre misurazioni). La temperatura di transizione di riferimento 
(DPPG in assenza di polimeri) è di 40.27 °C ± 0.12. 
                   PEG        PEI Lineare    PEI Ramificata   PAMAM G5 
0.0024 mg/mL    40.38 °C ± 0.09     40.63 °C ± 0.13      40.70 °C ± 0.06     40.63 °C ± 0.18 
0.024 mg/mL     40.40 °C ± 0.11     40.92 °C ± 0.12      40.85 °C ± 0.13     40.64 °C ± 0.09 
0.24 mg/mL      40.41 °C ± 0.10     40.99 °C ± 0.12      44.82 °C ± 0.17     41.20 °C ± 0.10 
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4 Discussione
Per comprendere come l’architettura molecolare dei polimeri possa influenzare la
loro capacità di interagire con le membrane biologiche, le interazioni tra quattro
polimeri con differenti caratteristiche (PEG, PEI Lineare, PEI Ramificata, PAMAM
G5) e due membrane fosfolipidiche (DPPC e DPPG) sono state studiate tramite
DSC. La DPPC è stata scelta in quanto principale fosfolipide presente nelle
membrane cellulari eucariote, la DPPG in quanto principale fosfolipide presente
nelle membrane cellulari procariote. Tramite DSC è stato possibile verificare come
eventuali interazioni con i polimeri potessero modificare l’intervallo di transizione
gel – liquido delle membrane liposomiali in esame. Nonostante i liposomi siano
considerati un buon modello di membrana biologica, è importante sottolineare che i
sistemi biologici sono molto più complessi delle soluzioni liposomiali utilizzate in
questo studio, e che dopo somministrazione in vivo altri fattori potrebbero
influenzare l’interazione tra polimeri e membrane.
4.1 Le proprietà del polimero influenzano l’interazione con le membrane
Le proprietà molecolari dei polimeri (carica, architettura, PM) e la loro
concentrazione influenzano la loro capacità di interagire con le membrane
fosfolipidiche. Ad esempio, Frey et al. hanno rilevato (integrando i dati sperimentali
– ottenuti utilizzando monostrati lipidici di tipo Langmuir-Blodgett - con studi
computazionali) come piccole modifiche nell’architettura molecolare di poloxameri
possano modificare la loro capacità di interagire con monostrati lipidici (Frey et al.,
2007). In questo lavoro si è constatato come ad un incremento della concentrazione
di quei polimeri in grado di interagire con membrane fosfolipidiche, e di
conseguenza ad un aumento delle molecole di polimero presenti in soluzione,
corrisponda un incremento nella variazione della temperatura di transizione della
membrana fosfolipidica. Le interazioni tra polimeri e membrane (quando presenti)
sono quindi risultate concentrazione – dipendenti, sebbene in maniera non lineare.
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Considerando ad esempio il PAMAM G5, gli spostamenti della temperatura di
transizione del DPPG causati dalle due concentrazioni inferiori testate sono risultati
di minore entità rispetto allo spostamento causato dalla massima concentrazione
testata. Questo risultato è in linea con alcuni studi sperimentali. Ad esempio è stato
dimostrato - utilizzando come modello di membrana un doppio strato planare su
supporto solido - come esistano delle “soglie” di concentrazione al di sotto delle
quali i dendrimeri di tipo PAMAM possono solo essere adsorbiti sulla superficie
fosfolipidica, senza essere in grado di causare la formazione di pori o l’espansione
di difetti preesistenti nello strato lipidico sino a causarne la rottura, eventi che
invece avvengono a concentrazioni più elevate (Parimi et al., 2008).
Sebbene l’incremento dell’entità dello spostamento della temperatura di transizione
conseguente all’aumento della concentrazione di un dato polimero dimostri la natura
concentrazione–dipendente delle interazioni, esso non fornisce alcuna informazione
né sul tipo di interazione che si viene ad instaurare, né su come le proprietà
molecolari di ogni singolo polimero vadano ad influenzare la loro capacità di
interagire con le membrane fosfolipidiche. L’effetto dell’architettura molecolare è
stato quindi studiato scegliendo quattro polimeri (PEG, PEI Lineare, PEI Ramificata,
PAMAM G5) alle stesse concentrazioni e dal peso molecolare simile.
Fatta eccezione per il PEG, privo di carica, e per il quale non sono state osservate
interazioni, i polimeri testati sono polimeri cationici. Gli studi effettuati con la
membrana anionica DPPG hanno dimostrato per i polimeri dotati di carica la
capacità di interagire già alla concentrazione più bassa. Considerando le cariche
opposte di DPPG e polimeri in esame, si può assumere che il principale tipo di
interazione sia di tipo elettrostatico. Il ruolo centrale del legame di tipo
elettrostatico nell’interazione tra polimeri e membrane è ben discusso in letteratura
(Peetla et al., 2009). Questo suggerisce che la presenza di cariche sia un elemento
fondamentale affinché il polimero possa instaurare una interazione significativa,
osservazione in linea con numerosi studi, sebbene in questo lavoro siano stati testati
solo polimeri dotati di cariche superficiali positive.
Capitolo 4 - Discussione
36
Ad esempio, ben nota è la facilità con cui alcune nanoparticelle dotate di cariche
superficiali positive vengono internalizzate via endocitosi, contrapposta alle
difficoltà che nanoparticelle prive di carica o dotate di cariche superficiali negative
incontrano nell’attraversare le membrane biologiche (Verma & Stellacci, 2009).
In ogni caso, l’interazione rilevata per tutti e tre i polimeri cationici in presenza di
DPPG già alla minima concentrazione testata dimostra la notevole capacità di questi
polimeri di interagire in svariati modi con membrane fosfolipidiche. In linea con
questi risultati, uno studio ha rilevato la capacità della PEI, sia in forma lineare che
ramificata, di promuovere processi apoptotici mediante interazioni con le membrane
lipidiche mitocondriali già a basse concentrazioni (Larsen et al., 2012). Uno studio
ha invece evidenziato, tramite tecniche spettroscopiche, come la PEI Ramificata sia
in grado di causare la fusione di vescicole costituite da fosfolipidi anionici solo in
un ristretto intervallo di concentrazioni, al di sopra del quale l’ulteriore
adsorbimento di polimero cationico impedisce la fusione, presumibilmente per
l’avvenuta inversione del potenziale zeta (Yasuhara et al., 2012).
Ciò potrebbe spiegare i risultati ottenuti per la DPPG in presenza di PEI Ramificata,
per la quale si osservano evidenti distorsioni della curva, in particolare la presenza
di due picchi, solo alle due concentrazioni inferiori testate. Questa caratteristica
potrebbe essere dovuta alla fusione tra membrane liposomiali DPPG e alla
conseguente distribuzione disomogenea del polimero sulla superficie della
membrana. Coesistono infatti domini di membrana ricchi di polimero, corrispondenti
al picco a temperatura più alta, e domini di membrana poveri di polimero ,
corrispondenti al picco a temperatura più bassa. A supporto di questa osservazione,
uno studio condotto su liposomi costituiti dal fosfolipide (zwitterionico) 1-palmitoil
2-oleoil glicerofosfocolina (POPC) ha rilevato, tramite tecniche spettroscopiche,
come i gruppi cationici di polimeri anfifilici tendano ad interagire con la membrana
lipidica in modo disomogeneo, a formare regioni ricche e regioni povere di polimero
(Palermo et al., 2012).
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Alla massima concentrazione testata, invece, l’incapacità delle vescicole di fondersi
tra loro permetterebbe una distribuzione omogenea della PEI Ramificata sulla
superficie della membrana, che causerebbe lo spostamento della curva verso
temperature nettamente più alte preservando però la tipica forma a campana (singolo
picco).
Lo spostamento della temperatura di transizione verso valori più alti, dovuto
probabilmente all’interazione tra i tre polimeri cationici e la membrana anionica
DPPG, lascia presupporre che le interazioni elettrostatiche siano in qualche modo
stabilizzanti nei confronti della membrana fosfolipidica in fase di gel. E’ stato
proposto che l’interazione elettrostatica sia il principale meccanismo di azione di
molti peptidi dalle proprietà antibatteriche, i quali sarebbero in grado di causare un
irrigidimento strutturale delle membrane con le quali interagiscono, e un
conseguente aumento della temperatura necessaria per passare dalla fase di gel alla
fase liquida (Leitmannova, 2006).
I tre polimeri cationici in esame posseggono differente flessibilità, essendo la PEI
Lineare il polimero più flessibile e il dendrimero PAMAM G5, dalla struttura
globulare, quello dotato di minore flessibilità. A pH neutro, la densità di carica della
PEI (0.023/ monomero per la Ramificata, 0.022/ monomero per la Lineare) è inoltre
sensibilmente superiore rispetto a quella del PAMAM G5 (0.0088/ monomero)
(Fischer et al., 2003). In questo lavoro, il maggiore spostamento della temperatura di
transizione dovuto all’interazione con il DPPG si verifica tuttavia per la PEI
Ramificata, che ha una flessibilità intermedia e la maggiore densità di carica. Questo
è in linea con uno studio riguardante la tossicità di polimeri policationici su
fibroblasti ed eritrociti, nel quale si evidenzia come la PEI Ramificata sia più
efficiente di polimeri cationici lineari nell’ instaurare interazioni elettrostatiche con
membrane fosfolipidiche, sebbene polimeri molto rigidi, come nel caso di polimeri
globulari, mostrino le minori capacità di interazione (Fischer et al., 2003). In effetti,
le interazioni tra PAMAM G5 e membrana DPPG causano piccoli spostamenti della
temperatura di transizione alle due concentrazione più basse testate. Una netta
modifica della curva è apprezzabile solo alla concentrazione più alta (0.24 mg/mL).
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Questo lascia presupporre che polimeri poco flessibili necessitino di concentrazioni
più elevate per instaurare interazioni importanti.
I risultati relativi al PEG, polimero molto flessibile, suggeriscono tuttavia che la
flessibilità sia una caratteristica non sufficiente per interagire con membrane
fosfolipidiche. Esso infatti non causa spostamenti significativi della temperatura di
transizione in nessuna delle due membrane, presumibilmente a causa della mancanza
di cariche nette sulla sua superficie, il che preclude la possibilità, perlomeno alle
concentrazioni testate in questo lavoro, di instaurare interazioni di tipo elettrostatico
con le membrane fosfolipidiche o alterare la struttura della membrana lipidica, come
già rilevato da altri studi su colture cellulari (Hong et al., 2006).
In ogni caso, sebbene la biocompatibilità del PEG sia ben nota e in parte confermata
da questo lavoro, ciò non esclude che possano verificarsi altri tipi di interazione, di
natura non elettrostatica. E’ stato suggerito che a certe concentrazioni (> 30 % m/m)
il PEG possa causare la fusione tra vescicole liposomiali (Nakajima & Ikada, 1995)
e, a concentrazioni particolarmente elevate e non testate in questo lavoro
(> 25 % m/m), rottura del doppio strato fosfolipidico (Massenburg & Lentz, 1993).
In sintesi, la presenza di cariche e la concentrazione sembrano essere le due
proprietà che maggiormente influenzano l’interazione con le membrane
fosfolipidiche. L’incremento della concentrazione e della densità di carica sembrano
promuovere l’intensità dell’interazione tra polimeri carichi e membrane liposomiali.
Il tipo di carica ed il peso molecolare potrebbero avere un ruolo importante
nell’interazione, ruolo che non emerge in questo lavoro in quanto sono stati studiati
solamente tre polimeri cationici e un polimero neutro, di PM simile. Sebbene una
scarsa flessibilità si sia dimostrata un ostacolo alla possibilità di instaurare
interazioni significative, i risultati relativi al PEG dimostrano come un’ elevata
flessibilità non sia sufficiente per favorire un’ interazione (se non sono presenti
delle cariche) visto che la più significativa modalità di interazione sembra essere di
tipo elettrostatico.
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4.2 Le proprietà della membrana influenzano l’entità dell’interazione
Avendo identificato la presenza di cariche come un requisito fondamentale per
l’interazione con membrane lipidiche, ed avendo identificato il legame di tipo
elettrostatico come il principale meccanismo coinvolto nell’interazione, è evidente
che anche le proprietà della membrana abbiano un ruolo importante.
In effetti, diversi studi hanno rilevato come le proprietà chimico-fisiche delle
membrane siano importanti tanto quanto le proprietà delle molecole interagenti
(Lins et al., 2008).
In questo lavoro la DPPC, zwitterionica, è stata utilizzata come modello delle
membrane biologiche eucariote, mentre il DPPG, anionico, è stato utilizzato come
modello delle membrane biologiche procariote.
Data la natura zwitterionica della testa polare della DPPC, l’entità dell’interazione
elettrostatica prevista con polimeri dotati di cariche è inferiore a quella attesa per la
DPPG. Questo è confermato dagli studi condotti tramite DSC, dato che solo
l’aggiunta del PAMAM G5 ha causato uno spostamento significativo ma comunque
molto piccolo della temperatura di transizione, e comunque solo alla massima
concentrazione testata. Inoltre, lo spostamento della temperatura di transizione non è
accompagnato da deformazioni significative della curva, confermando la presenza di
interazioni elettrostatiche deboli. Alcuni studi hanno in effetti rilevato, tramite
tecniche spettroscopiche, come il PAMAM G5 sia in grado di interagire con la
DPPC delle cellule neuronali: instaurando numerose interazioni elettrostatiche esso
sarebbe in grado di distruggere la regione lipidica in corrispondenza della zona di
interazione, portando alla conseguente formazione di pori transienti (Nytrai et al.,
2013). In ogni caso le interazioni dei dendrimeri in generale nei confronti di
membrane eucariote sono attualmente oggetto di numerosi studi, in particolare per la
tossicità che ne deriva (Li et al., 2009). Per quanto riguarda il PEG, esso non ha
causato alcuna modifica rilevante della temperatura di transizione, il che conferma
la presenza di cariche come un requisito essenziale per l’instaurarsi di interazioni
polimero - membrana.
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Come previsto, nessuna interazione significativa è stata rilevata neppure tra PEG e
membrana anionica di tipo DPPG, mentre i tre polimeri cationici hanno causato
spostamenti importanti e deformazioni della curva già alla minima concentrazione
testata, confermando la presenza di forti interazioni elettrostatiche.
Mentre la PEI Lineare ha mostrato un comportamento rigorosamente concentrazione
– dipendente, incrementando ad ogni aumento di concentrazione lo spostamento e il
grado di deformazione della curva, il comportamento dei due polimeri più rigidi,
PEI Ramificata e PAMAM G5, è apparso più confuso, causando le modifiche più
evidenti solo alla massima concentrazione. In ogni caso le forti interazioni
elettrostatiche rilevate tra la PEI, sia lineare che ramificata, e membrana DPPG
potrebbe in parte spiegare l’attività antibatterica in vitro dei due polimeri cationici.
In uno studio è stato rilevato come alcune nanoparticelle a base di PEI mostrino una
notevole attività batteriostatica, sia nei confronti di ceppi Gram-negativi che
di quelli Gram-positivi (Yudovin et al., 2010). L’aspetto interessante è che l’attività
batteriostatica emerge già a concentrazioni relativamente basse (0.08 mg/mL),
concentrazioni alle quali invece non si verificano interazioni con la DPPC delle
cellule eucariote. Queste osservazioni sono perfettamente in linea con i risultati di
questo lavoro, nel quale nessuno dei due tipi di PEI testati mostra una interazione
con la DPPC, laddove alle stesse concentrazioni si verificano importanti interazioni
con la DPPG.
Riassumendo, le proprietà della membrana risultano importanti tanto quanto quelle
del polimero nel determinare l’entità dell’interazione. I polimeri cationici sembrano
interagire maggiormente con la membrana anionica DPPG che non con la membrana
zwitterionica DPPC, mentre il PEG non sembra in grado di interagire
significativamente con nessuna delle due membrane. Detto in altri termini,
l’interazione sembra favorita nel caso in cui membrana e polimero abbiano cariche
opposte, e ridotta o addirittura assente nel caso in cui uno dei due sia neutro o
zwitterionico.
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4.3 Conclusioni
Lo scopo di questa tesi era di comprendere come alcune proprietà molecolari dei
polimeri potessero influenzare la loro capacità di interagire con le membrane
biologiche. A questo scopo si è valutata, tramite DSC, la capacità di quattro
differenti polimeri di modificare l’andamento della transizione gel – liquido di
membrane liposomiali costituite da DPPC (zwitterionica) e DPPG (anionica).
Il PEG ha confermato la sua biocompatibilità non interagendo né con la DPPC né
con la DPPG, mentre per i tre polimeri cationici sono state rilevate interazioni di
rilevante entità nei confronti della membrana anionica DPPG. Solo la PAMAM G5
ha invece instaurato una debole interazione con la membrana zwitterionica DPPC,
peraltro solo alla massima concentrazione testata. Le interazioni, quando presenti,
sono risultate concentrazione – dipendenti, aumentando d’intensità con l’aumentare
della concentrazione di polimero in soluzione. La presenza di cariche sul polimero
sembra essere la principale caratteristica necessaria perché si osservi
un’ interazione, dal momento che il principale meccanismo di interazione sembra
essere il legame elettrostatico. In ogni caso, ulteriori studi sono necessari per
comprendere l’effetto del peso molecolare e della presenza di cariche negative sulla
superficie del polimero, nonché la presenza di sali e specie ioniche, in modo da
mimare con più precisione i sistemi biologici. Sebbene la DSC sia risultata un
metodo utile, altre tecniche calorimetriche come la calorimetria isotermica di
titolazione (ITC) o tecniche non calorimetriche come la microscopia a forza atomica
(AFM) potrebbero essere utili per comprendere meglio alcune modalità di
interazione.
Detto ciò, tenendo conto della maggiore complessità delle membrane biologiche
rispetto alle membrane liposomiali studiate in questo lavoro, ricerche future
potrebbero orientarsi verso l’utilizzo di modelli di membrana più realistici, ad
esempio doppi strati fosfolipidici o membrane costituite da più tipi di fosfolipidi e/o
contenenti carboidrati e proteine, i quali potrebbero portare a risultati molto diversi.
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